PCX 



ORGANISATtON MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 



DEMANDE INTCRNATIONALE PUBLfEE EN VERTU DU -mAITE DE COOPERATTON EN MATIERE DE BREVETS ( 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/19, C07K 14/52, A61K 38/19 // 
(A61K 38/19, 38:55) 



(H) Numdro de publication intcrnationale: WO 97/44462 
(43) Date de publication intcrnationale: 27 novembre 1997 (27.1 1.97) 



(21) Num^ro de la demande intcrnationale: PCT/FR 97/00900 

(22) Date de ddp6t international: 22 mai 1997 (22.05.97) 



(30) Donndcs relatives h la priority: 

96/06368 22 mai 1996 (22.05.96) FR 

(71) D<!posant (pour tous les Etats designes sauf US)- INSTITUT 
PASTEUR [FR/FR]; 25-28, rue du Docteur Roux, F-75724 
Paris Cedex 15 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Wposants (US seuiement): ARENZANA- 
SEISDEDOS, Fernando [ES/FR]; 18. rue dc Rush Moor 
F-92190 Meudon (FR). VIRELIZIER. Jean-Louis [FR/FR] 
25, rue du Moulin de la Vierge, F-75014 Paris (FR)' 
f '^ci^c^^'^'^' ^^"fO'se [FR/FR]; 45. nie des Morillons, 
F-75015 Paris (FR). BAGGIOLINI, Marco [CH/FRJ Optin- 
genstrasse 53. CH-3013 Heme (CH). CLARK-LEWIS 
Ian [AU/CA]; 423 2230 Acadia Road, Vancouver British 
Columbia BV 6T IZ3 (CA). 

(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc.; Ernest Gutmann-Yves 
Plasscraud S.A., 3, rue Chauveau-Lagarde, F-75008 Paris 
(FR). 



(81) Etats d^sign^s: AL, AM, AT. AU, AZ, BA, BB BG BR BY 
CA, CH, CN, CU. CZ, DE, DK, EE, ES, F[.'gb 'ge'gh 
Hu, iL, IS, jp. ke. kg. KP. KR. KZ, LC. LK, LR, LS. LT 
LU. LV, MD, MG. MK. MN. MW, MX, NO NZ PL PT 
RO, RU, SD, SE, SG. SI, SK, TJ, TM, TR, TT UA 'ug' 
US, UZ. VN, YU, brevet ARIPO (GH, KE, LS, MW. SD 
SZ, UG), brevet eurasien (AM, AZ, BY. KG. ICZ. MD RU 
TJ, TM), brevet curopten (AT. BE, CH, DE DK ES FI 
FR. GB. GR, IE, IT, LU. MC. NL, PT, SE).' bitjvet OAPI 
(BF. BJ, CF. CG. CI, CM. GA. GN. ML, MR. NE. SN TD 
TG). 



Publi^e 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant I'expiration du dSlai privu pour la modificat 

revendications. sera repubtiie si de telles modificatic 



(54) Title: USE OF CHEMOKINE ANTAGONIST MOLECULES FOR THEIR 
AN HIV TYPE RETROVIRUS 



ANTIVIRAL ACTIVITY, PARTICULARLY AGAINST 



Abstract 
(57) Abr^g^ 



Codes utilis6s pour identifier les 
intemationales en vertu du PCT. 



Albanie 

Anil*nic 

Ausiralie 

Azerbaldjsn 

Bosnit-Herz«govine 

Bclgique 
Burkina Faso 

Btniti 
Br<stl 
B«lanis 
Canada 

Ripublique ccmrafricaine 

Congo 

Cate d'lvoire 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 
Etats parties au PCT. sur les pages dc couvcrturc des brochures publiant des 



Rtpublique tchtque 

Allcmagne 

Danemark 



Royaume-Uni 
Giorgie 

Guin6e 

Grtcc 

Hongrie 

Irtandc 

Israel 

Islande 

Italie 

Kirghiiistan 
R(Spublique popuUire 
(Umocratique it Corte 
Ripublique de Corte 



Saince-Lucie 
Licchtenitein 

Liberia 



LS 




LT 




LU 


Luxemboufg 


LV 


Laionie 


MC 




MD 


R«publique de Moldova 


MG 


Madagascar 


MK 


En-RSpublique yougosla 




de Macidoine 


ML 


Mali 


MN 


Mongol ie 


MR 


Mauritanie 




Malawi 


MX 


Mexique 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Notvtge 


NZ 


Nouvelle-Zilajide 


PL 


Polognt 
Portugal 


PT 
RO 


Roumanie 


RU 


Fidtraiion de Ru&sie 


SD 




SE 


Sutde 


SG 


Singapour 



SI 


Slovtnie 


SK 




SN 


Senegal 


sz 


Swaziland 


TO 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TM 


Tuikm^istan 


TR 




TT 


Trini«<-et-Tobago 


UA 




UG 


Ouganda 


US 


EialJ-Unis d Amerique 


UZ 


Ouzbtkisian 


VN 


Viet Nam 


YU 


Yougoslavie 


ZW 





wo 97/44462 



PCT/FR97/00900 



UTIUSATION BE MOI FC I M F S ANTAr,nML9T ES BE CHFMn»..M.=c 
POUR LEUR ACTIVITF amt. v irale NOTAMMENT COMTPP mm 
RETROVIRUS DE TVPF \/iu 

La presente demande a pour objet rutilisation de composes 
antagonistes de molecules de la famille des chemokines ou des 
antagonistes des produits derives de chemokines ayant conserve toutes 
les proprietes biolog.ques des chemokines, lesdits composes etant 
caracterises en ce qu'iis permettent d'obtenir Dnh.bit.on d'une infection 
v-rale ou de ses effets ^ ou kiv^vo. lesdits composes presentant a 
titre preferentiel une act.v.te ant,-virale v,s-a-v,s d'.nfect.ons dues a des 
retrovirus provoquant une immunodeficience chez un hote. et en particulier 
Chez un patient hum^in, notamment des retrovirus de type HIV ou VIH 
(virus de i'immunodeficience humaine). 

Les chemokines sont des molecules de la fam.ile des cytokines qui 
presentent des proprietes d'activat.on, notamment de cellules de la fam.lle 
des leucocytes faisant .ntervenir notamment des propnetes 
chemoattractives, des proprietes de mobilisation du calcium par 
augmentation du calcium intracellulaire et des propr,etes de relargage 
d'enzymes (exocytose). Ces chemokines sont connues pour leur role 
eventuel en tant que mediateurs de Tinflammation. 

Les Chemokines ont ete decrites par leur structure par leur affinite 
pour un ou plusieurs recepteurs et par leurs proprietes biologiques dans 
une publication de Baggiolini M. et al (Advances in Immunology (1994) 
vol. 55, pages 97-179). 

Une publication de Wells T.N.C. et al (Journal of Leukocyte Biology 
vol. 59, January 1996, 53-60) decrit la structure tr.-d.mensionnelle de 
plusieurs chemokines et leurs recepteurs specifiques ou non, 

De fa?on generale, ces chemokines sont caractensees par la 
presence dans leur structure pnmaire, de residus cysteine conserves (1 a 



wo 97/44462 



PCT/FR97/00900 



25 



4 residos notamment) sur la base despuels plus.eurs sous-famlUes on. ete 
distinguees selon la position des deux prem,eres cysteines. Ces families 
comprennent celles des pro.eines CXC ou des pro.eines CC. La presence 
de ces resides cysteine induit la formation de ponts disulfure. 

Parmi ces chemokines, differentes molecules ont fait I'obiet d'etudes 
speoiflpues, A cet egard, on ci.era la molecule RANTES decrite dans la 
publication de Schall T,J. e. al. (The Journal of Immunology, August 1, 
1988 vol 141, 1018-1025, No. 3). La molecule RANTES (abrev.ation de 
Regulated upon Activation. Normal T-Express and presumably Secreted) a 
ete decrne dans cet article, notamment a I'aide de la sequence 
nucleotidique de son ADN complementaire e, a raide de la sequence 
d'acides amines de la phase ouverte de lecture. Les proprie.es biologiques 
de RANTES ont ete decrites notamment dans l artiole de Baggiolin, precite. 
Ces recepteurs. specifiques ou non, ont e.e identifies dans la publication 
de Wells precitee ou dans les articles auxquels elle se refere. 

D'autres chemokines telles que les chemokines MIP (Macrophage 
inflammatory Protein) observees. isolees e. purifiees a partir de 
macrophages de souns (WOLPE S.D. et al, J. Ex Med. (1988), 167-170) 
ont ete decrites du point de vue de leurs propnetes biologiques dans 
I'article de Baggioiini et al. (1994). 

une autre categone de chemokines, appelees MCP (Monocyte 
Chemotactic Protein) a ete identifiee a panir de basophiles. Dans les 
. families MIP et MCP, on connait notamment les chemokines MlP1a, 
MIP1P, MCP1. MCP2 et MCP3. 

Dans une publication de Cocchi F. et al (Science, 15 Decembre 
1995 vol 270, 1811-1815), les auteurs ont emis I'hypothese que des 
molecules telles que RANTES. MlPla et MIPIP produites notamment par 
des lymphocytes T CDS*, pourraient constituer des facteurs suppresseurs 
de la replication des isolats primaires du VIH. lis ont ainsi emis rhypothese 
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que les prolines RANTES, MIP1c e. MIP10 produi.es par des 
lymphocyas T expr.man. des recep.eurs CD8 pourra.en. participer au 
controle de l infecion par un retrpvirus VIH en lant que facteur 
sappresseur de la replication. Des an.icprps obtenus cpntre les 
5 chemokines RANTES ou MlPla ou MIP1S ont selpn Cocchi et al la 
capaate de bloquer partiellemeni ou lotalement, lorsqu'ils son. utilises 
conjoinlement, ractlvite anti-HIVdes chemokines, 

L'article de Cocchi e. al. precite ne contien, pas de donnees 
experimentales sur ,e role et le s.ade de r,nterven„on des chemokines 
' dans le controle de l infection par un retrovirus VIH, 

Les auteurs de la presente demande se sont interesses a l effet que 
peuvent exercer les chemok.nes sur la repl.cat.on du retrov.rus VIH e. 
apres avoir ver.fie leffe, an.i-v,ral des molecules telles que RANTES 
MIP1« e, M,Pip vis-a.v,s de H,V, les .nventeurs de la pr.sente demande 
se sont interesses au mecan.sme biologique permettant Hnterference de 
Chemokines avec la repl.ca.ion du retrov.rus VIH dans les lymphocytes T 

De fafon surprenanle, les inventeurs ont caracler.se des composes 
depourvus des activites biologiques des chemok.nes et ayan, perdu 
notamment ractlvite chemo-attractive des chemokines vis-a-v.s des 
cellules de type leucocytes, en particulier des lymphocytes ou des 
monocytes, composes suscep.ibles neanmo.ns de jouer un role dans ,e 
contreie voire rinhibitlon, des effets d une infection v,ra,e, en partlculiar 
d une infection de cellules par un retrovirus de type VIH 

Alnsi, les inventeurs ont mis en ev.dence que des antagonistes de 
=hemok,nes, par exemple des antagon.stes de chemokines de la famille 
CXC ou de la famille CC. no.ammen, de RANTES et/ou de MIP et/ou de 
MCP peuvent s'opposer . la replication d'isolats prima.res du retrovirus 
VIH dans des lymphocytes du sang per.pherlque (PBL) normaux 

L'invention a done pour obje, un compose antagoniste encore 
appele antagon.ste ,, d'une ou plusieurs molecules de la famille des 
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che^Cnes pour Tu.isa.ion po.r ,e .ai.e.en. ou .a P -en.on d une 
,.,ec.,on due . un virus e, plus pa«,cui;.rennen. . un - "j^^ 

V,H Dans le cadre de ce.te de.,n,.,on. ,e compose an.agon.s.e .s, u.,i,se 
nota^mer,, pour ,a pr.parat.on d'un medicament pour ,a prevent.on ou ie 
traitement de infection due a un retrovirus de type VIH, 

Dans le cadre de la presen.e description, le terme « an.agon.ste » 
fait reference a un compose dont la presence Cez un hote et notar^ment 
..ez un patient numain, es, susceptible daftecter , activit. d une o 
piusieurs cnemokines tout en ayan, ,a capac.e d'empecher ou d,nh,b r 
une ,n,ecticn v.rale ^ ou . en particuher, un te, antagon.ste 

peut bloquer cu d^placer ,a tia.son dune ou piusieurs chemo.,nes a un ou 
p,us,eurs recepteurs de cnemo.ines, sur des celtules. P- --^.'^ 
yr.pnocy.es, des monocytes ou des macrophages, et, done le cas ecHe ^ 
le fa,on ind.recte, cet antagon.ste est suscept,t,,e d'a«ec.er les propnetes 
, .iologigues d.Cvat.on cellula.re de ces chemoK.nes. Les propnetes 
rec.ercn.es ains, d.fin.es de cet antagoniste peuvent e.^ 
avantageusement verif.ees grace . un test effectu. ^ sur de 
tympnocytes PBL normaux s.imules par un m„ogene et .nfec.es par des 
isolats primaires de retrovirus VIH. 

Selon la presen.e demande, on entend par rexpress.on ., preven.,on 
ou ,rai.eman. d'une ,n,ec.,on due a un r..rovirus de type V.H . la capac e 
.u compos. an.agon,s,e pr.ci.. d.n.ervenir soi. sur la r.plicat.on v.r^e 
d'lsolats primaires de VIH dans des cellules participant a I ,mmun,.e 
,.h6,e, e. en paniculier dans des lymphocytes du sang peripheri.ue, par 
„ exemple des lymphocytes T-normaux, Ce..e expression englobe egalemen 
,a prevention e. le trai.emen, des infeCions .elles cue les InfeCons d,te 
oppor.unis.es ou des tumeurs precedan, et/ou accompagnan. le 
developpemen, de ,a maladie SIDA e. de ca .a,t. defin.es comme malad.es 
relives a rinfection par un retrovirus VIH. 
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Le lea. effeclue 10*2 sur des lymphocytes PBL (lymphocytes du 
sahg perlpherique) .nfec.es a i'aide de souches primaires de VIH es. une 
.nd,ca,ion pertineh.e des proprie.es therapeu.iques ou prophylactiques 
recherchees des antagonistes decrrts. 
' Le terme << VIH » comprend les .rus e. re.rov.ms h.maihs ou 

an,mau. suscep.ibles d'lndu.re une .mmunodeficience, ,els p.e les 
r^ov.us connus sous les noms de V,H-1 e, V,H-2 e, no.a.men. les 
^.fferenls ,so,a,s carac.ns.s ,us,.. ce pur, cu. s'ag.sse d.sola.s 
pnma.es ou d'isola.s mod,f,.s pour r.pondre , des ccn,ra,n,es de cuKure 
Mira ou des clones HIV ,nfec„eu. provenan, d'Isola.s pr.maires 

Les composes antagor„s>es selcn nnven.ioh perme.ten. dans le 
cadre du .rai.emen, ou de la pr.vent.on d'une ,n<ec„on due . un re.rov.rus 
e .ype VIH, de d.m.nuer la r.p,lca„on e./ou ,a d.ss.mlna.ion du retrovirus 
<^ans , organisme de rhd.e ,nfec,e e./ou de cornger le defic, .mmuni.aire 
resultant de cette infecfcn ou ses manifestalions. 

Selon un prem.er mode de realisation de r,nven„on, rantagon.ste 
s un compos, suscept.ble d'entrer en comp.t.tion a.ec une ou plusieurs 
h m ,„3s. pour ,a l.a.son . un ou p,us,eurs r.cspteur(s, ceilu,a,re(s, de 
cette (ces) derniere{s). 

Les molecules appartenan, a la fam.lle des chemoK.nes sont 
™ pour avo,r au mens pour cena,nes d'en.re elles, ,a capacity de 
1 e^ffe ents recepteurs cellulaires presents sur ,es cellules d.riv.es des 
l.pnees lymphcde ou my.lo.de. et en particular p.us.eurs r.cepteurs 

" '^^^ ~ . - 

L'antagoniste u.iiisable dans le cadre de la presente demande peu. 
eon un premier mode parliculier de realisation de i-invention,' e.re 
^ec lonne pour sa capact. . ,nter..rer avec rinteract.on normaie entre 
chemo.,nes e. .eur(s) recep.eur(s, e. en part,cu„er a modifier Tacces 
par exemple la reconnaissance conformatlonnelle d'une ou plusieurs 
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chemoK,nes v,s-a-v,s de son(ses) recep.eur(s) ou encore a b.oquer la 
ou .us... c.e.o.nes a.ec un ou p,us,eu. .eoep.eu. 

cellulaires naturels de ces chemokines. 

Avan.ageuse.ent, ce. antagon.s.e se subs.i.ue . une ou plus.aurs 
, chemoklne dans ra=tiv,te de l.aison a un ou p.us,eurs --P<-- 

En dep,. de rex.s.ence d'une mult.-specificte de l,a,son des 
ehemok,nes a des recep.eurs cellulaires, l.nvenUon a egaler^en. pour 

elon un autre ™de de realisation parttcu„er, des compos 
algonistes s.leConn.s pour leur a«,n,.. sp.c.loue v.s-a-v,s dun 
.„ Tepteur d.ern.,n. ou dun nc.re d.er.,ne de r.cepteurs de 

"^ntn une .anente de r.aUsat.on de I ,n.ent,on, l.nta.on.s.e .,s en 
oeuvre est cnols, pour sa capacl.. . d.placer la l,a,son d une ou plus.eu 
:::L,nes ..... d.un ou plusleurs r.cep.eurs cellula.res de ces 

"""selon un .ode de realisation part.cui.erement avan.a.eux de 

,,n.en.,on, l an.a.on.s.e a one act.,,, de -P-'^ 

p,.3,eurs chemoKlnes cHo.sles par.i RANTES, MIP1a, M,P1P, MCP1, 

Oes parents de structures on. ... cons.a.ees entre les d,«erentes 
ct,e.0Klnes pr.cL.es, en par„cu„er entre les --'^ 
M,P tan. au niveau de .a s.puence d'acldes a^nes ,or.an la s ructure 
prlnialre de ces cne.o.lnes cue de leurs structures secondares ou 
lenslonnelles telles .u..a.,es par la tecnn.ue de spectroscop. d 
«.sonnance MagnMloue Nucl.a.re (Wells T,N,C. e. al. journal o. 
LeuKocy.e Biology, vol, 59, Janvier 1996, pages 53-60). 

Les .nventeurs on, constate que des an,agon,stes de la molecule 
..HTHS son, par e.emple capa.les de lier les 

c.emo.nes en partlcu.ier ceu. de RANTES, MCP3 et ^^^^ ^ J^^ 
30 antagon,stes pr.sentent des propri.tes ,ou,-.-.a,. .n.eressan.es. du fa,t 
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ieur oapacite a ocouper les s„es ncrmalemen, occupes pa. RANTES 
occ.pa„on en.rainan, una ac.,.„ an„-v,ra,e v.n«a.,a no.a..en. ,n 
^ .es ,.pHoc..es nor.a. ,n.ec,.3 pa. des ,so,a,s pn.a.es Z 

3 Un compcse an.agon.s.e in.eressan, dans ,e cadre de ,a real,sa.,on 

e ,nven.,o. as. pa. e.e.p,e un co.p.s. do. ,a s,.«.e es. d..v.e de 
s.uc..e d.ne Ce.o.ne, pa. e.e.p,e d.ne c.e.oK.ne c.o,s. pa." 
les molecules RANTES, M,P ou MCP deflnies p.eceden,.en, 

On peut cons,de.e. qu'une st.uctu.e est denvee de celle d'un. 
> c.e.o.ne ,o.s,ue ,e co.pos. a.an. ce,.e s,.uc.u.e es. d.^en pa 
:™ - - —.on, sa co.o..a.,on, pa. .appo ; . 

el " ~3 13 

e™.ne pou. ,a ..aHsa.ion de ,a function d antagoniste d.finle c, 
-ssus^ pa. e,e.p,e ,a capact. de se „e. . un ou p,us,eu.s ..cep,eu.s 

ca.act ^sT" ^^^"'^3-- - an.agon,ste es, en out.e 

ca.actense en ce qu'„ est depou.vu des p.op.ietes bio,og„ues de ,a 

He.o.ne ou des Ce.o.nes don, „ a.ece ,act,v,..A cat .ga. 

.nven ,on .se des antagon.s.es de Ce.o.nes d.pou.vus des p.op^^ 3 

an,t:r""°" — n s e 

avawageusemen, a la molecule RANTES, 

D'aulres p.op.ie,es biologiques peuven, e,.e attenuees voire 

supprimeesdanslesditsantagonlsles. 

deoo '"r"'"' - - ^^■'< as, 

u aueTe , ' -Je 
auxquelles ,1 es, lie par r.n.e.medlaire d'un ou plusieurs .ic.n 

En .autres termes, fantagontste es, cara ^ L: ^ ^ ^ 
aucune ac... , , „^ j;:;- ^ 

est I.e. De fa?on essentielle, cet antagonists conservp ■ 
~ . la moLcule RANTES, arTe 
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,.eau pe..e«ant .e r.du.re ,a r.p„caUon ou la .,ss.n.,na.,on v.rale o. 

Outre la diminution, voire id ^ 
cnemoauracives ..vCues . la .o.cu.e na.,ve RANTES, un an.agon,s.e 
Tn n™en.,on pe. ..ale.en. ca.a..,s. en ce es. epou. 
.e ,a capaC. na.ure„e de la molecule RAHTES d'une part a ndu a 
L ation ou ren.r.e du calcium dans les cellules auxouel.es elle es. I.ee 
Ta un r.cep,eur eWou d.u.re pa. . a«ec.e. l e.ocv.ose pa. ,ela.a,e 
d'enzymes a partir de ces cellules, „„,i,u,»s 
Ainsi invention me. avan.ageusament a dispos,„on des molecules 
avan. des e«e,s an.,-v,raux d'une ou plus.eurs chemoK.nes ,u, son, 
Tanmcns d.pou.ues des e«e.s seconda.es des onemo.nes ac^. s. 

un antagoniste .n.eressan. selon I'.nvenUon peu. en ou.re etre 
eaJns. en ce .u.l s.., d.n po.pep.de d.nv. d.ne cnemo.ne, don. 
, ,a structure comprendaumoinsun, voire deux ponlsdisulfure, 
' ;,nsi, selon un mode de r.a„sa..on p...r. - ' 

,.„isa„on dans le .ra,.emen. d une ,n,ec.,on due . un re.rov.rus VIH, on 
u recours . un an.agon.s.e de .ype polypep.,dioue. der.e du 
po pep.,de RANTES r.pondan. . ia s..uence dacdes am.ne 
!mee a la figure 1 par suPs.,.u«on, add,.,on ou deleHon d au mens 

rs::;::^^^^^^^^^^^^ 

..emo-a„rac„ves das cnemoK.nes v,s . v,s des leucocy.es, en part.cul.er 
^^"r::e^.POlypep.,de», a,, r..rence.une structure d.ac.des 
.3 amines comprenant de 10 . 100. de pr.f.rence de 10 . 70 acdes am,nes^ 
acuelle structure peut Mre u.ilis.e sous forme nn.a,re ou sous 
conformationnelle. A cet .gard, rinvent.on concerne -nt;^— ^^^^^^ 
antagonistes ayant une structure correspondent . la structure conf ree pa 
a prlence de ptusieurs e. notammen. de deux ponts d.su.fure telle .uon 
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Un polypeptide der.ve du polypep.ida RANTES, u„lisable dans le 
cadre de nnven„on es, par exen,p,e obeenu par deletion de ,ou, ou partle 
e a sequence N-,er.,na,e et en pan.culler par d.l.tlon de tou ou pa.le 
de la se,.ence oo.pr.se entre ,es resldus d'acldes a.ln.s 1 e. 15 o. 
entre les acde. a.ln.s 1 et 9 p. 1 e. 8 (y cp.pr. les r.s.dus extr.ls 
de ,a sequence d'acdes a^nes representee a ,a figure ,C 

Selon un mode de realisation prefere de rinvent.pn. I'antagoniste 
u i.sable pour ,e tra.te.en, ou ,a pr.vent.on d'une ,„tectlon due T un 
^etrovrus V,H es, un polypept.de repondant . ,a s..uence .acdet 1 
suivante (appelee RANTES 9-68 ) , 

KtYINSLEMS ou la sequence R8-68suivante. 



.ravers' eJr-cir"" ^ ^'""^ """"^ ^ 
travers les recep.eurs de chemokines pccupes. tpu, en gardant raCvlte 
antivirale de cet antagonists, 

Us sequences d'acdes am.nes sont ,dent,f,ees par reference au 
code a unelettrehabituellemem utilise ^^ence au 

Ce, antagoniste peu, e.re utilise sous la forme de sa structure 

eproduisant les caracteristlques essentielles de la s,n,« 
conformattonnelle de ,a molecule RA.TES . tou, le .o,ns d ,a ptrde 
ce«e moLcule ,mpl.u.e dans la liaison . son ou ses 
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.e,MaM.. Ce„e ~ a .PPO..e aans .a.c.e .e We„s T,N C, 

Alternativement ou au contraire selon . , „ 

3.pp.l.a.e, .an..cn,s,e ..sa«e aans ,e ca.e ae .n.en.^ es 

. . RANTES lequel est represente par sa 

. po,Vpep.,de d.riv. d. po.ypep. de RANTES , ^^^^ 

..p.ence dao.des ann..s a ,a J-^^^^^ ^ .^...^ 50 e. 

sa sequence C-terminale comprise entre les res.aus 

68 de pr«.rer,ce 60 e. 68 de ,a sequence representee . la f.g.re .C. 

: :n.a,on,s.e d.n. du pCvpep.de RA.TBS par su.s.u.on o. 
p. ™..,on pe. auerna— .re carac.r,. ^^^^^^^ 
environ 10% des residus d'acdes am.nes, a I exception 

,.e ,.p.du.s dans ,a ,or.a.,on de pon.s d,s.,ure, ^'^^^ 
Les residus d'acides amines substitues peuven, I e>re par 
acides a^, neutres. ou oons.i.uan. une s— ,on conserva.rice ou 
T . ,e cas echean. en .enan, comp.e de rencomPremen. s,er,que. 
*°'^'?«r::::rpie des r.s,dus ,vs,ne peu.en. .re rem.aCs par des 

. o I'MOP des sequences d'acides amines 
de rinvention repondent a 1 une des seq 

20 suivantes : 

MPCC.AV,ARPUPRAHiKEV.VTSOKCSNPAW.VTRKN.OVCA.PEKKW 
VREYINSLEMS 

,^«p,PRAH.KEYFyTSGKCSNPAWFVTRKHRQVCANPELLWV 



25 PCCFAYl 

REYINSLEMS 



PCCFAYl, 
RQYINSLQMS 



,,p,PHAH,KEVFVTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
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3 zr;:— 

Selon une var.an.e de rinvent.on, l an.agon.sle m,s en oeuvre est 

t-m,nale a e,e allongee par addiHon d'au mens un residu d'acd. 

a.e.a.,..en. d.ne .o.c.e ...res do™ .3 
ern,nales ou don, ,es s.p.ences ,n.e.nes , ces reg.ons N- ou C 

:::::r - 

~ — — ^..e. 

L',nvemion a egalemen, pour ob;a, .ne s^puenoe de nuC.o.ides 
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Selon un mode de rea.sation avan.ageu, de r,nvem,on, cette 
....ence code pour un polypepUde an.a9on..a te, cu. a ... d..,n, dans 

'^^"^::::r:r.e,.a..eneeden.c.o.,de..s,ca.c..s^^ 
ce qu'elle repond a I'enchainement suivant 

CCACATCMG GAGTAIHTCT AO^^^^^^^ 

CAACTCTTTG GAGATGAGCT AG 
ou a I'enchainement suivant: 

.CACCCTGCTGC^TG^^^^^^^^^^ 

CCACATCAAG GAGWTTCT A^^^^^ AACCGCCAAG 

^O^gS rcS^O^^^-^O^- GGGAGTACAT 
CAACTCTTTG GAGATGAGCT AG 

una sequence de nucleotides selon r,nven„on peu. ,e cas .c.eant 

,,gu>e. .■express.on de ,a sequence codan. pour un an.agon.s.e selon 

, ^invention dans une cellule note. ^ou^. 

Elle peu. .aale^en. ..re recomP.n.e avec une au.re sepue ce 

ocdan.e suscep.ible d.xpn.er dans un cel.ula.e un po.pep.de 

tfintere. ncammen. dans ,e Pu. de .rai.er ou de preven.r une ,nfec.,on due 
dintere n ^^^^^^^ p^^^^^, ^^„p,„ 

a un retrovirus VIH ou avec una » m „, .^liniides 

, ,onct,on de ™,.cule por.euse^ Par exemple, une sequence de nucleotide 
ri invention peu. ..re .usionn.e avec tout ou part.e d.ne sequ ce 
n^ncrpcas la sequence codante de la [J- 
rodant DOur la B-galactosidase. Dans ce cas, la i>«M 
rllLase con„en. avan. le premier codon correspor,dan. au prefer 
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acde am,ns p.ol.ne de ,a molecule R9-66 ou R8-68, one sequence 
Peptidique du ,ype X-glycyl-L-prcp,l, reconnue speclf.quemen, par une 
CO ag nase , pe.n.e,.an. a.nsi la ..al,sa„on d'une coupure sp.c;«cue 
apres ,e res.du glycine du polypept.de forme. I.beran, l anlagon.s.e Ce,,e 
= lechn,que es, deori.e dans la demande de breve, europeen 01 15974 

nuclecdes es. caracensee en ce qu'elle es. ,ns.r.e dans un veCeur 
dexpress,cn ou adsorP.e sur un suppor. suseep.,p,e d..re .n.ernallse 
ans une cellule eucaryo.e ou encore dans une baCr.e capable d.n.re 
0 ans des cellules eucaryo.es .elle que Sb.ella selon ,e proCd. d.cr« p 
C un.a„n P e. a, (C,R Acad. Sc. Pans, ,995, 3,8:1207-12), Ce veCeur 
« avan,ageusemen. chcs, pour perme.,re I'express.on ,n v„ro dans un 
ho.e ce„ula,re, d un an.agon.s.e .el que d.«n, pr.c.de~ p. ^ 
Pe™e..re , express,on ,,,, 3^^^^, „ 

■ ncammen, cHe. un pa„en, ,n.ec,. par un r.,ro.,rus VIH, . des « s 
e><press,on .rans„o,re cu con.inue d^un an.agon.s.e le, que defini dans 
les pages qui precedent 

Les sequences de nuCeoMdes a,ns, defin.es dans le cadre de 
~n s« exemple u.,nsables dans le cadre d.n pro.ocole de 
h rap,e gen.que v.san. , preven.r ou , ,ra„er une InfeCon due a un 

2sa.es dans ,e cadre de ces ...aples, ,els que ceu. d.cr,.s d an e 
demandes de breve. ,n.erna.,onales publlees sous ,es numeros WO 
95/14785 e. WO 94/24298. numeros WO 

falsan, a? '1''""" ^^^-^'-^ en 

a,san, appel aux .ecHn.ques d.cn.es dans le breve, FR 271 1670 ou dans 

jajemande de breve, .n.erna.lonale WO 90/11092, pour .expression 

De fa,on generate, e, comp.e tenu des carac.er.s.lques pan.culi.res 
. ,n,ec„on par un retrovirus V,H, on peu. avo.r recours . des vel" 
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permettan, .adm,n,stra„cn ou ,e re.argage con.r6.e vo.re retards d ce 
sequences nucleotidi.ues ou de ,eur produi. d^express.on chez I ho.e 
,1 a,in d omen,r un effe. an„vira, con.inu ou «.rat„ . .out .e mo.ns s r 
.ne per,ode suffisante pour dl.lnuer voire ,n*er infection par e 
...rols ou ses e«ets. A cet .gard, des tec.r..ues te.es .ue ce 
,3,sar,. appe, . , ut,l,sat,on d un ge, de pnospHate de ca.cu. peuve 
utiUsees pour oWenir un relargage avec eftet retard d'un produU act f De 
.eltes .ecnn,c,ues son. par exemple decr.tes dans le brevet fran,a,s 2 543 
439 

Des sequences reccnnues par des proteases cellula.res ou 
ex.racenu,a,res peuven, ..re utHls.es pour per.et.re ,a P-^-'^" 
,o.n.es matures des molecules an.agon.stes de RANTES a part.r de c s 

.pres clivage d'une sequence de 23 acides am.nes s.tues en amon. du 
5 premier residu(senne)de la forme active de la prote.ne. 

Les taux serlques a at.eindre che. les pat.ents tra.tes sera.ent de 

rordrede 1 a lOOnM. 

U,nven.,on a egalement pour ob,e, un polypeptide correspondent au 
produ,. d'express,on dans une cellule hdte, par exemple una cellule 
Lct.r,enne ou une cellule eucaryote, notammen. une cellule de levur. 
une cellule de mammi,.re. par exemple CHO, dune sequence de 
nucleotides telle que definie preoedemment. 

un polypeptide particulier est un polypept.de caracter.se en ce qu ,1 
repond a I'une des sequences d'acides amines suivan.es : 
" MPCCFAYIARPLPRAHIKEVFVTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPEKKW 
VREYINSLEMS 

PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPEULWV 
30 REYINSLEMS 
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PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
RQYINSLQMS 



PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
AQYINSLQMS 

MTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPEKK 
WVREYINSLEMS 

TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPELLW 
VREYINSLEMS 

TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLW 
VRQYINSLQMS 



TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLW 
VAQYINSLQMS 



Un autre polypeptide antagoniste ut.i.sable dans le cadre de 
■■invention est par exemple un polypeptide RANTES mod.f.e par addition 
d'un ou plusieurs residus d'acides amines en amont de son extremite N- 
term.naie. Par exemple. ('addition d'une methionine en amont du premier 
residu (serine) de la forme mature de RANTES presentera.t I'avantage 
d'.nhiber la capacite chemoattractive de la chemokine tout en conservant 
sa capacite d'inhibition de I'infection virale, grace a sa capacite non 
modifiee a se lier specifiquement a son recepteur. 

La production de molecules modifiees de RANTES ou d'autres 
polypeptides antagonistes peut etre realisee par synthese chimique ou par 
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.ecombinaison e. expr.ss.on dans une cellule procaryote ou eucaryc.e par 
exemple dans la levure ou chez Eco!; 

Selon un autre mode de realisation avantageux de r.nvention, le 
polypeptide est un antagon.ste d une ou plusieurs chemokines cho.sies 
parmi RANTES, MIP ou MCP. carac.erise en ce qu i! est derive du 
polypeptide RANTES repondan. a la sequence decides amines 
representee a la figure 1, par substitution, addition ou deletion d au mo.ns 
un residu d'acides amines, ledit antagoniste etant depourvu des propnetes 
chemoattractives des chemokines par exemple vis-a-vis des leucocytes, en 
particulier des lymphocytes, ledit polypeptide etan, sous forme d'un 
polypeptide de fusion, capable de lier le(les, recepteurs cellulaires de 
RANTES et/ou MIP et/ou MCP. 

Les polypeptides de I mvention peuvent etre prepares par genie 
genetique ou par syntf^ese chimique par exemple sur un appareil (Applied 
Biosystems) ou par synthese sur phase solide decrite par Merrifiel, par 
exemple selon la technique decrite dans la demande WO 95/09868, 

L'invention vise egalement une composition caracterisee en ce 
qu'elle comprend pour ^administration separee ou simultanee un compose 
antagoniste d'une ou plusieurs molecules de la famille des chemokines 
0 telles que definies precedemment, et un ou plusieurs agents actifs 
susceptibles d'etre utilises dans le traitemen. d'une infection par un 
retrovirus VIH, par exemple un agent utilisable en chimiotherapie tel qu'un 
compose anti-transcnptase inverse ou anti-pro.ease virale ou un compose 
tel qt^'un antagoniste du recepteur CD4 present sur des lymphocytes de 
„ patients infec.es par un retrovirus VIH ou encore un compose utilisable en 
immunotherapie, par exemple une cytokine e. notamment I'in.erleukine 2. 

Le cas echeant, ladite composition comprend, outre le compose 
antagoniste dune ou plusieurs chemokines e. une ou plusieurs substances 
actives en chimiotherapie antivirale,e./ou un agent de traitemen. des 
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Les produils def,n,s dans nnveni.on, qu'il s'ag.sse des ■ 
t- =o ue I invention peuvent Ptro = ■ 

^^^^^^ 

:»rr • - ■"»" — • 

que s,a,u, ,n,.uno,og„ue e, ,nf,a.„a.o,re du pat.en,^ 

" nuclides e, d.cdes a.,n.s de RANTES 

A. sequence de oDMA co.p.nan, ,a sequence codan.e 
B: Sequence codan.e de ,a prc.ine RANTES mature 
c. Sequence d'acides amines de RANTES. 
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R9.68 et R8-68 e, de polypeptides suDst.tues, 
A sequence codante de R9-68 et de R8-68 

, s...ence des pCypep.i.es ^^^^ ^^^^^ ^„ ,3ns 

, C: (a) (b) (0 sequence des polypeptides R9.68 
la partie C-termlnale, 



Un antaqon,ste de la ^^.^ ,,3c,des a^n.s 

la .or.e d.n polypept.de t.onque ^^^^^^^^ ,3,,,, 

_sponda..sldus .a.^^^^^^^^^^^ ,^ , 

" ';:;r:a8 "rpI:e:u.,l,santlatec.n,q.ed.onte 

Uantagon.ste RANTES 9 68 a e ^ g ,3,^3 of may 3. 

dansiapubl,cat,ondeGongJHetal(JBCvo,27lN 

1996 p 10521-10527). ^ ^^^^ 3 

, . « „,„.. . — „..„. « 

• -rzr::: ; : — . 

) VIH. A cet effet. un clone jP^_^3P 

— . . wo, s.: 

Koganagl Y e. al Scence 236. 819, 19 ^ , ,ne 

,.35, 1990, a ... util.s. a,ns, qu un ^'iZ.lJo.,.. T e. ,es 
.ouche pn.a„e de VIH ayan, un -P'--^ ^ ^^^^^ ^ 

,3 monocytes e. Iso. . pa.. du ce.eau U . a ^ ^^^^^^^^^ ^^^^ 

:::::: ::z::::'Z. t.. ..s de . cu.. 

= — les pa.cu.es ,n,ect,euses a ... u.,l,s. pou. i.eCe. 



des PBL. 
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La capacte ant.v.rale de R9-68 m,se en ev.dence dans des cellules 
.nfectees par HIV pYU2 et HIV JR-CSF elait s.milaire a cells de MlPla En 
effet, des n.veaux de suppression de la replicafon virale superieurs ou 
egaux a 95% des cultures con.roles infecees on, e,e ob.enus a la 
concentration de lOnM, la plus faible concentration de MlPla a induire un 
tel effet suppresseur sur la replication de HIV-JR-CSF ou HIV-pYU2 



Les propr,e,es ant.v.rales de rantagon.ste R9-S8 on, ele testees en 
determinant la capacite de ce, antagon.ste a bloquer la replication du virus 
VIH. 

La capace dune molecule a bloquer la replication du virus VIH a 
pu etre testes en utilisant la technipue metiant en oeuvre des leucocytes 
isoles sur un gradient de FicoN a partir de donneurs sa.ns, lespuels 
leucocytes ont ete infectes ^ avec des isola.s viraux primaires 
incapables de se repliquer dans des lignees cellulaires ,ransformees 

A ce, egard. des cellules de six donneurs differents. le plus souven, 
des blastes induits par un traitement a la phytohemaglutinine (PHA) 
pendant 48 a 72 heures on, ete infeces pendant 2 ou 3 heures avec les 
.scats de VIH. La quantit. d'inoculum viral a .t. es.im.e par guantification 
de la proteine GAG P24 e, s es. averee etre comprise entre 150 a 5000 
Picogrammes pour 10 000 000 de cellules, Apres des lavages pour 
eliminer les particules v.rales residuelles, les cellules on, e,e cul,ivees sur 
des m,crop,aques de 96 puits (2 x lD=/200 ,.icro,,,res, en presence des 
molecules tes.ees punfiees dans un milieu de cu„ure enrichi en 
.n.erleu.:ne 2. Les surnageants de culture on, et. collectes 
periodiquemen. e, les cultures cellulaires on. ete repiquees avec des 
miiieux .als e, les mol.cules test.es. Dans certains cas. les blastes trai.es 
avec la PHA on, egalement ete aputes pour apporter a ,a cul.ure infec.ee 
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des cellules frarches servant de cble pour V,H, La r6pl,ca.,on v,ra,e a e.e 
„es.ree en u.ilisan. le k„ ELISA P24 (Dupon, de Nemours) (seu„ de 

detection ; 3 pg/ml), 

Ainsi pour un des donneurs les cellules infectees par pYU2 et 
.raitees avec R9-68 a la concentration de lOOOnM on. produ.t 7 pg/ml de 
proteins p24 au pur 11 (76 e. 24 pg/ml aux ,ours 6 et 6 respeCvement). 
La prote,ne p24 n'a pas ... d.teCee dans les cultures de ce menie 
donneur infectees par JR-CSF en presence de R9-68 au ,our 1 1 (62 et 1 5 
pg,.l on. ete de.eC.s aux jours 6 e, 8 respectivement) Des cul ures 
centrales .ntect.es par pYU2 et JR-CSF ma.s non tra.t.es par R9.68 on. 
.on.r. une repl,cat,on v.rale .ntense du. a gen.r. 7 ng/ml et 1 13 ng^l de 
pro,e,ne P24 au ,our 11 respect.vemen.. Au contra.re de R9-68 
,.an.agon,s.e AAR.1L8 (1000 nM de ,a pro.eine 1L8 e.ai. depourvu defte. 
antiviral. 

Pour approfondir la conna.ssance des aiecan.smes d in.erlerence 
dans la replication du VIH, induits par R9.68. des experiences visant 
,analyse de linternalisa.ion de particules infectieuses e. la 
retrotranscription de TARN v.ral genor.,que en ADN prov.ra, on. ete 

realisees. , . , , 

Apres ,n.ec„on par la souche JR-CSF de cellules mononuclees du 
sang aCiv.es par la PHA. en presence ou en TaPsence de lOOnM de R9- 
68 des extractions d'ADN on, ete pra.iquees 3h post-infection. ou dADN 
20. post-,n,ect,on. Les cultures infectees en presence de R9-68 on. e e 
maimenues en presence de la moLcule .uspu'. extraction de TARN ou de 
„ VADN Par des technipues d'ampUfication par PGR sol. du RNA genomique 
retrotranscri. in vitro, sol. de TADN proviral, une legere diminution de 
.accumulation de RNA genomigue viral imracellulaire a e.e mise en 
evidence dans les cellules .raitees par R9-68 par rapport aux controles de 
cellules infecees mais non .raitees. En revanche Tanalyse de lADN 
30 proviral a reve.e une pro.onde diminution du signal specifique dans les 
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cellu es .nfecaes en presence de R9-68. La speCC. ,u s.gna, ob.enu 
ADN provral e,a„ demon.ree par son abol„,cn dans des cellules 

.nfecees e, trai.ees par r.nhibi.eur de ,a reverse transcr.p.ase v.rale 3'- 
az,do-3'deoxy,himid,ne (AZT), Des resulta.s comparables on. e.e obten.s 
avec RANTES dans des expar.ences realisees en parallele avec celles ci- 
dessus decrites. 

PAMT.^r ''^"'^^--^ e, auss, celle de 

RANTES, dans la replication de nscia, primaire HIV-JR-CSF aurail lieu 
precocemen. mais de preference apres ,n,ernalisation du virus 

Des donnees s,mi,a,res concernan, rac.,v,,e an,iv,rale des 
c e.o.,nes RANTES e, MIP1a ou de ran.agcn.s.e R9-68 on, e,e 
obtenues lorspue des blasles ,ra„es avec la PHA provenan. d un autre 
donneur ont e.e infeCes avec i^isola, JR-CSP ayan, sub, deux se.,a,nes de 
passage dans des cultures de PBL traitees avec riL2, 

Dans tous les cas la v,abili,e des cellules traitees avec R9-68 ou 
avec RANTES .,a,. comparable . celle des cultures centrales infect.es 
ma,s non trait.es Les ..t.odes de mesure on, faite en co.para.son des 
thyn.,d,nes tri.iees ou du cor,tage direct du nombre de cellules a la f,n des 
penodes de culture. 
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DCV/FMnir.ATIONS 

, Utilisation d'un compose antagon.s.a (appeie « antagoniste .» 
,.,na ou p:us,eurs molecuies de ,a famille des cnemokines, pour ,a 
prp.a.,on d.n ..d.cament po. ,a pr.vent.on o. ie tra.te.ent dune 

'"":;:Lo. s.on . —on V ca.ac..,see en ce 
, nnfeotion est due a un retrovirus de type VIH. 

3 Uti,isat,on seion ,a revendication 1 ou .a revend,ca.,on 2, 
oarac,er,see en ce que rantagonis.e es, un compos, ayant une ac.,v„e de 
Lor, a.ec une ou piusieurs Ce.o.nes. ------ 

piusLrs r.cep.eur(s, ce„u,a,re,s, de cet.e (ces, dern,ere(s) ou a ant une 
. acfvit. de Piocage de i.cc.s de ,a ,des, cneraoK,ne,s, aud,. (auxdns, 

"tti„sat,on se,on i.ne gueicon.ue des revend,cat,ons . . 3, 
caracerls^e en ce que Tantagoniste deplace ia lia.son d'une ou piusieurs 
nonets, v,s . v,s dun ou pius.eurs recepteur(s, ce„u,a,rets, de cette 

™ ^'^^^'TX.ion seion i une .ueicon.ue des re.end.cat.ons . . . 
caract.ris.e en ce pue rantagon.s.e a une aCv.t. de co.pet.on avec ies 
c.en,o.nes RANTHS et,ou M,P1a et,ou M,P1. et^ou MCP. et-ou MCP3 
ou une activity de Socage de I'acCs d'une ou plus.eurs de ces 
„ cherT,ol<inesaieur(s)recepteur(s)ceUulaire(s). 5 

6 Uttlisation seion .'une quelconque des revend,ca„ons 1 a 5 
caract.ris.e en ce pue i'antagoniste es. un con^pos. don, ,a structure es. 
derivee de la structure d'une chemokine. 

7 Utilisat,on selon .a revend.caUon 6. carac.risee en ce que ,a 
30 chemokine appartien. a ia famiiie des cherr,oK,nes de type CC. 
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8 U„„sa„on selon rune quelconque de. revend,ca,ions 1 a 7 
racensee en ce ,ue .an.agon,.e es. .n oo.pos. ,,,our.. Js 
ropr,e.es cHe™a..ac„.es de ,a (des, c.en.o.ne(s, ..L-.. 1 
leucocytes, en particulier des lymphccytes. 

9, Utilisation selon fune quelconque des revend.cat.ons 1 a 7 
ca.c.ens.e en ce ,ue rantagon.ste es, d.po.™ des p o .i tl' 
b,o,og,pues essent.eiles de ,a (des, c.e.o.nes, en pan.culie s 

1 ; '""'''"'^ ^'-^ dont ,a S..C.U e 

comprend au moins un, voire deux ponts d.sulfure 

caractJrLe""""" revend.ca.ions , . ,o 

12^ utilisation selon la revendication 11, caracterisee en c» 
an.a^n,s.e est un polypept.de d.i. d. polypept.e 

o uTa^ IT ^^^^^^^"'^ ^ '-^^ - 

mines 1 et 15 de la sequence representee a la figure 1 
13. Utilisation selon la revendication 11 c:ar=,-t=H.- 
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TPCCPAV..RPLPHAH,KeV.VTSCKCSNPAWmRKNROVCANPBaW 
VREYINSLEMS 

.PCCPAV,AHP.P.AH,KEVPV.SOKCSNPAWPVT.K..0VCA.PBKKW 
VREY\NSLEMS 

• " -"T —r.rr • •• — 

tout ou partie de sa sequenc .equence C-terminale 

• - . R Pt de tout ou partie de sa sequen;.e 

I"".. » - »■ - - - 

repondant a la sequence >„n =io/„ a environ 10% des 

comprenan, ,a subs.i.ut.on ou i. r.u.a„on d env.rcn 5 /. 
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residus d'acides amines a Texception des residus cysteine conserves 
impliques dans la format.on de ponts disulfure, 

18^ Utilisation selon la revendication 11. caracterisee en ce que 
I antagoniste es, un polypeptide der.ve du polypept.de RANTES repondant 
. a la sequence d'acides amines representee a la figure 1, par deletion de 
tout ou partie de sa sequence N-term,nale compnse entre les residus 
d'acides amines 1 e, 8 et de tout ou panie de sa sequence C-terminale 
comprise entre les residus d'acides amines 50 et 68. de preference 60 et 
68 de la sequence representee a la figure 1. ledit polypeptide etant en 
outre modifie par rapport au polypeptide RANTES par substitution d'au 
moms un residu d'acide amine. 

19- Utilisation selon la revendication 17. caracterisee en ce que 
I'antagoniste repond a I'une des sequences d'acides amines suivantes 

PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFV^RKNRQVCANPELLWV 
REYINSLEMS 

PCCFAY,ARPLPRAHIKEYFYTSGKCSr.PAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
RQYINSLQMS 

PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
AQYINSLQMS 

VRE5,NTLEMs''''*''''^'^^''^^^^^'=*^^^''KNRavCANPELLW 

vSs7™s''*''''^'^'°^'^^^^*^^^'''<^''QVCANPQLLW 

JASYrNs''Lrs''"''*'''"'^'^^'<^'^'=^^^^^^^'''<NRQVCANPQLLW 
20. Sequence de nucleotides comprenant una sequence codant 
pour un polypeptide derive du polypeptide RANTES repondant a la 
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s,<,.ence ..ades a^n.s representee . la Hgure 1. par dele.or, de .ou 
par„e de sa se.uence N-.er^nale, par example par delet.n des 
nucleotides codan. po.r les acldes amines en pos.tlon 1 a 8 de la 
sequence du susdil polypeptide RANTES. 

21 Sequence de nucleotides selon ia revendicat.on 20, caracter,see 
en ce qu elle code pour un polypept.de an.agon.ste selon l une quelconque 

des revendications 11 a 19. 

22 sequence de nucleot.des selon rune quelconque des 
.evendicat,ons 20 ou 21, caracter.see en oe qu'ai.e repond a I'un des 
enchainements suivants : 

CAACTCTTTG GAGATGAGCT AG 

CAACTCTTTG GAGATGAGCT AG 

23 sequence de nucleotides selon I'una quelconque des 
.3 revend,cat,ons 20 a 22, caracter.see en ce qu elle es, inseree dans un 

vecteur d'expression. _ , 

24 Sequence de nucleotides selon la revend.cat.on 23, caracter.see 
en ce que ,e vecteur d'expression es. suscept.Ple d'etre adm.n.stre cnez un 
patient humain. 

25 Utilisation d'une sequence de nucleotides selon lune 
.ueloonque des revendications 20 a 22 pour la preparation d'un 
medicament pour le traitement d'une infection v.rale. 
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26. Utilisation selon la revendication 25, caracterisee en ce que 
I'lnfection est due a un retrovirus de type VIH. 

27. Utilisation d'une sequence de nucleotides comprenant une 
sequence codant pour un polypeptide derive du polypeptide RANTES 
repondant a la sequence d'acides amines est representee a la figure 1. par 
deletion de tout ou part.e de sa sequence N-terminale pour la preparation 
d'un medicament pour le traitement d'une infection due a un retrovirus de 
type VIH, 

28. Polypeptide caracterise en ce qu'.l s'agit du produit d'expression 
dans une cellule hote, dune sequence de nucleotides selon Tune 
quelconque des revendications 20 a 22. 

29. Polypeptide caracterise en ce quil repond a I'une des 
sequences d'acides amines suivantes : 

MPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPEKKW 
VREYINSLEMS 



PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPELLWV 
REYINSLEMS 



PCCFAYiARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
RQYINSLQMS 



PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLWV 
AQYINSLQMS 

MTPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPEKK 
WVREYINSLEMS 
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TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPELLW 
VREYINSLEMS 

TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLW 
VRQYINSLQMS 

TPCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPQLLW 
VAQYINSLQMS 

30 Polypeptide antagonis.e d'une ou plusieurs chemokines choisies 
parmi RANTES. MIP ou MCP, caracerise en ce qu'il est derive du 
polypeptide RANTES repondant a la sequence dacides am.nes 
representee a la figure 1. par substitution, addition ou deletion d'au moms 
un residu d'addes amines, ledit antagon.ste etant depourvu des propnetes 
n chemo.attraot,ves des chemokines vis a v,s des leucocytes, en particulier 
des lymphocytes, ledit polypeptide etant sous forme d un polypeptide de 
fusion, capable de lier ledes) recepteurs cellulaires de RANTES e./ou MIP 
et/ou MCP. 

31 Composition caracterisee en ce qu'elle comprend. pour 
,0 radministration separee ou simultanee. un compose antagonis.e d'une ou 
plusieurs molecules de la famille des chemokines tel que defini dans Tune 
quelconque des revendications 1 a 19. et un agent actif dans le Iraitement 
ou la prevention d'une infection due a un retrovirus V.H cho.Si parm, les 
composes ayant une activite anti-transoriptase inverse, ou anii-prolease 
25 virale ou une activite antagoniste vis-a-vis du recepteur CD4 present sur 
des lymphocytes infectes par un retrovirus de type VIH, ou un compose 
actif en immunotherapie. ou un compose actif specifiquement centre une 
ou plusieurs infections opportunistes associees a la presence du retrovirus 
VIH Chez un patient. 
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32. Composition selon la revendicalion 31 ou sequence de 
nucleotides selon Tune quelconque des revend.cations 20 a 24 ou 
polypeptide selon lune quelconque des revend.cations 28 a 30 
caract^nses an ce qu'ellefil) est forn,ule(e, pour e.re i,bere(e, avec un effei 
retard chez un patient auquel il est administre. 
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FIGURE 2A 
R9.68 



SaCTa?^??^ ACAaAOTOG C^^T^rr'^.^^ TOCCCCGTOC CCACATCAAO 

CACCCOAAAO AACCGtcI^G T^^^rrJ^.^. AACCCACCAG TCGTCTTTOT 

GGGAGTACATCAACTC^^C°GATC°^^^^^^^ CCCAGAGAAG AAATGGGTTC 

R8-68 

OA'^A?^S°'Yc^lf^^'^^^^^^ TOCCCCGTGC CCACATCAAO 

CACCCGAAAG AACCGCCAAO T^rrrrJ^^. AACCCACCAG TCGTCrTTGT 

GGGAGTACATCAACTc?^^GCaOATgTgc^^^ CCCAGAGAAG AAATGOGTrC 



FIGURE 2R 
R9-68 



PCCFAYIARPLPRAHIKEYFYTSGKCSNPAWFVTRKNRQVC 



ANPEKKWVREVrNSLEMS 
R8-68 

MPCCFAy.AR.LPRAH,KEYFVTSOKCSNPAWFVrRKNR0VCANPEKKWREY,NSLEMS 
FIGURE ir 

Polypeptides substitucs a panir do 
R9-68 

(a) PCCPAY,ARPLPRAH,KEYFVTSGKCSNPAWFVTRKNRQVCANPELLXWREY™SLEMS 

(b) PCCFAY,ARPLPRAH>KEYFYTSOKCSNPAWPVTRKNRQVCANPQLLWVRQY,NSLQMS 



R8-68 



PCCFAYIARPLPRAH,KEYFYTSGKCSNPAVVFVTRKNRQVCANPQLL^WAQY^.SLQMS 

;-68 

(a) TPCCFAY,ARPLPRAH,KEYFYTSCKCSNPAWFVTRKNRQVCANPELLWVREYn.SLEMS 

(b) TPCCFAY,ARPtPRAH,KEYFYTSGKCSNP.WFVTRKKRQVCANPQULWVRQY,NSLQMS 
(c.TPCCFAY,ARPLPRAH,KEYFYTSGKCSKPAWPVrRKNRQVCANPOLMWAQYn.SLOMS 
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